遺伝子治療による難病へのアプローチ by 小柳 泰久
一　496　一
東医大誌　57（5）：496～501，1999
遺伝子治療による難病へのアプローチ
Gene　therapy　for　intractable　disease
小柳　　泰久
東京医科大学外科学第三講座
緒 言
　近年，分子生物学および細胞工学の急激な進歩に
よって，遺伝子組み換え型ヒト生理活性物質や遺伝
子診断などが臨床にも応用され，医学の進歩に多大
な恩恵を与えている．現在，これらの知識を従来の
方法では治療困難であった疾患に応用しようとする
遺伝子治療に対する期待が高まり，米国を中心に研
究と開発が精力的に進んでいる．本学においても平
成10年度より文部省ハイテク・リサーチ整備事業
として東京医科大学難病治療研究センターが設置さ
れ，遺伝子治療が研究テーマのひとつに選定されて
いる．本稿では遺伝子治療研究の概要と難病治療研
究センター遺伝子治療研究部門（以下，本プロジェ
クト）での戦略について述べる．本プロジェクトは
東大久保キャンパス難病治療研究センター内，およ
び西新宿キャンパス動物実験棟1FのP2レベル実
験室において，基礎・臨床の大学教室員により行わ
れている．
遺伝子治療の経緯と現状
　世界最初の遺伝子治療臨床研究として，1989年
米国NIHにおいて，癌浸潤リンパ球にレトロウイ
ルスベクターを用いたネオマイシン耐性遺伝子導入
が行われた．その後，米国を中心に多数のプロトコ
ールが提出され，既に3000人を越す患者が遺伝子
治療を受けているとされる．1998年末までに米国
で審査されたプロトコールの総数は261で，うち遺
伝子治療プロトコールが229，遺伝子マーキングが
30である．また悪性腫瘍は総数の約6割を占め最
多であり，悪性腫瘍に対する遺伝子治療のストラテ
ジーとして，サイトカインなどの遺伝子を用いる免
疫遺伝子治療が99で約6割を占めている．また，
単純ヘルペスウイルスチミジンキンーゼ遺伝子など
を用いる自殺遺伝子療法が26，p53などの癌抑制遺
伝子を用いる方法が16，骨髄細胞に抗癌剤耐性遺
伝子を導入する方法が8，ras，　fos，　mycなどの癌遺
伝子に対するアンチセンス療法が4と続く（表1）．
日本では1991年「遺伝子治療に関する専門委員会」
が設置され，93年厚生省の「遺伝子治療臨床研究
に関するガイドライン」が，94年文部省の「大学
等における遺伝子治療臨床研究に関するガイドライ
ン」が作成された．その後これを受け，1995年，本
邦初の遺伝子治療が北海道大学において4歳の
ADA欠損症患者に対し行われた．患者の末梢血リ
ンパ球にレトロウイルスを用いてADA遺伝子を計
11回導入し，一定の効果を上げている．1999年，
東京大学医科学研究所において腎細胞癌に対する
GM－CSF遺伝子導入による免疫遺伝子治療が，岡山
大学においては肺癌に対するp53アデノウイルスを
用いた遺伝子治療が実施された．今後も名古屋大学
では脳腫瘍に対するIFNβ遺伝子・リボソームを用
いた遺伝子治療が，千葉大学では食道癌に対する
p53遺伝子を用いた遺伝子治療などが行われる見通
しである．
（別刷請求先：〒160－0023東京都新宿区西新宿6－7－1　東京医科大学外科学第三講i座　小柳泰久）
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表1米国における遺伝子治療臨床プロトコール（総数261）（1998年末）
遺伝子治療 229
遺伝子標識 30
感染症
　HIV
単一遺伝子疾患
嚢胞性繊維症
慢性肉芽腫症
Gauchar病
Canavan病
家族性高コレステロール血症
Fanconi病
α1一アンチトリプシン欠損症
Hunter病
Ornithine　transcarbamylase欠損症
プリンヌクレオシドリン酸欠損症
ADA欠損症
26
26
34
16
3
3
2
1
1
1
1
1
1
1
癌（治療方法）
免疫療法（in　vitro遺伝子導；入）
免疫療法（in　vivo遺伝子導入）
Pro－drug／HSV－TKとGanciclovir
癌抑制遺伝子
抗癌剤耐性遺伝子
アンチセンス
単三抗体
癌遺伝子の抑制
その他の疾患
　冠動脈疾患
　末梢動脈疾患
　リウマチ様関節炎
　動脈再狭窄
158
53
46
26
16
8
4
2
2
10
4
2
2
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遺伝子治療研究のポイント
　本プロジェクトは主として悪性腫瘍を対象してお
り，1）標的遺伝子，2）遺伝子運搬法，3）遺伝子
発現調節の3点を研究のポイントとしている．
　1）標的遺伝子には，サイタリン，p21，　p27など
の細胞周期を調節する遺伝子．またアポトーシス制
御遺伝子としてBcl－2ファミリーやp53遺伝子．自
殺遺伝子として単純ヘルペスウイルスのチミジンキ
ナーゼ（HSV！rK）や大腸菌由来のシトシンデアミ
ナーゼ遺伝子，サイトカインとしてIL－2，　IL－！2，
GM－CSF遺伝子などがあげられる．
　遺伝子治療の基本的な考え方としては，標的遺伝
子としての異常遺伝子の修復がある．一つ目に異常
癌遺伝子の発現抑制があり，たとえば活性化ras遺
伝子の発現抑制のため，rasに対するアンチセンス
遺伝子の導入を行い異常蛋白の産生を抑制する方法
などである．二つ目に癌抑制遺伝子の異常に対して
正常遺伝子を導入することで正常蛋白をつくらせる
方法がある．たとえばp53変異癌に対する野生型
p53遺伝子導入し，外来性の正常p53蛋白をつくら
せる．三つ目に異常遺伝子を正常遺伝子で置換する
ことも考えられるが，現在の方法論ではまだ困難と
される．さらに標的遺伝子としてHSV－TK遺伝子な
どを用いる自殺遺伝子治療がある．これはHSV－TK
遺伝子を癌細胞にあらかじめ導入しておき，プロド
ラッグである抗ウイルス剤のガンシクロビル
（GCV）を投与するとプロドラッグはリン酸化され，
DNA合成を阻害し，薬剤感受性を示すようになる．
シトシンデアミナーゼ遺伝子と5－FCの組み合わせ
でも5－FCはシトシンデアミナーゼにより5－FUとな
り，細胞毒性を示す．この方法では約10％の癌細
胞に遺伝子を導入すれば，遺伝子の入っていない細
胞も含めほとんどの癌細胞が破壊されるとされる
（By・stander効果）．
　標的遺伝子にインターフェロンなどのサイトカイ
ンを用いることで，細胞機能の増強，または新たな
機能付加をすることが可能である．たとえばIL－2
やIL12，　TNFなどのサイトカイン蛋白は副作用が
強く，有効量を全身投与することが不可能あるため，
サイトカイン発現遺伝子を線維芽細胞，リンパ球，
癌細胞などに導入することで有効量のサイトカイン
を癌細胞周囲に分泌させることができる．
　本プロジェクトでは野生型p53遺伝子導入による
抗腫瘍効果の検討を行っている．野生型p53蛋白は
サイタリン依存性キナーゼに結合しp21蛋白を誘導
することにより，retinoblastoma癌抑制遺伝子（Rb）
の遺伝子産物のリン酸化を阻害し，細胞周期を
G1／S期で停止する．またp53正常細胞ではほとん
どの抗癌剤によりアポトーシスが誘導され，各種ヒ
ト腫瘍細胞株（60種類）に対する感受性もおおむ
ねp53に依存するとされる．そこで癌細胞株に対し
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p53遺伝子を導入したのち，　DNA障害型薬剤であ
るcisplatin（CDDP）に暴露した．使用細胞株はヒ
ト大腸癌株SW480とSW620であり，いずれも
DNA結合部であるコドン273の変異であるため，
トランスフォーム能が低くdominant　negative効果
が低いとされる．野生型はヒト大腸癌株Lovoを用
いた．ベクター　DNAはCMVpromoterを転写ユニ
ットとし，polyadenylation部を含む野生型p53
cDNAを組み込んだものをp53－wild　type発現ベクタ
ーとして用いた．また高次構造変異に関与し，
dolninant　negative効果を示すとされる変異cDNA
（コドン143：C→T）を組み込んだものをp53－
mutant　type発現ベクターとして用い，リポフェク
ション法にて導入した．p53単独例では野生型p53
導入例で24時間後にもっとも細胞のBrdU取り込
み量が低下し，48時間後にはわずかながら上昇し
た．25μg／mしの濃度のCDDP暴露では単独群と比
べ明らかな差はないが，BrdU値はより低下した
（図1，外科学第三講座）．この結果は，CDDPの血
中濃度が下がっても外来性の野生型p53発現があれ
ば癌のDNA合成の抑制が可能であり，複数回投与
やウイルスを使うことにより一定レベルの抗腫瘍効
果が得られるものと考えている．
　また，Bcl－2ファミリー遺伝子の中でアポトーシ
スを加速させることが知られているbax遺伝子を用
いた細胞死の誘導も研究中である．bax一αはp53の
下流に位置していることから，同遺伝子の導入は
p53変異腫瘍に対し抗腫瘍をもつと推測される．現
在までに施行したリボソームを用いたbax一α遺伝子
の細胞内に移入実験では，加える遺伝子の濃度依存
的に細胞死が誘導されることが確かめられている
（図2，免疫学）．
　2）遺伝子運搬法としてはウイルス性ベクターと
非ウイルス性ベクターとに大別される．ウイルス性
ベクターとしてはレトロウイルス，アデノウイルス，
アデノ随伴ウイルスが代表的であり，非ウイルス性
ベクターとしてはリボソーム法や遺伝子銃を用いる
ものがある．
　ウイルスベクターの中ではレトロウイルスが最も
開発が進んでいる．レトロウイルスを用いたベクタ
ーの外側部分（エンベロープ）はもとのウイルスと
同じ構造をもっているため，高い効率で標的細胞に
感染し，RNAゲノムはcDNAに逆転写され染色体
内に組み込まれる．しかし内部に構造蛋白質遺伝子
をもたないため，ウイルスは産生されず新たな感染
は起こらないとされる．またレトロウイルスベクタ
ーは染色体にランダムに挿入されるため，挿入部位
により遺伝子の不活化や近傍遺伝子の活性化の可能
性があるが，これまでに癌抑制遺伝子の不活化や癌
遺伝子の活性化の報告はみられない．
　リボゾームはリン脂質を水に懸濁したときに生じ
る小胞で，これを担体としてDNAを細胞内に送り
込む方法である．ほとんどのりボゾームはエンドサ
イトーシスで細胞に取り込まれるといわれており，
発現が一時的であることや反復投与が可能な一方で
遺伝子導入効率が低く，またリボゾーム自身の毒性
が問題とされている．
　遺伝子銃は数ミクロンの金粒子に目的のDNAを
コーティングさせ，ヘリウムガスの圧力により物理
的に生体へ導入を行う遺伝子導入システムである．
このシステムは動物の皮下，臓器，マイクロインジ
ェクションの困難な細胞や筋肉，神経などの分裂停
止細胞の核への導入も容易とされ，高い遺伝子導入
率，発現率が得られる．また遺伝子治療のみならず，
DNAワクチン，抗体産生などの分野への応用の可
能性がある．
　3）標的遺伝子は種々のプロモータv一一一・により発現
調節される．一つは構成的に発現が認められるもの
で，その中にはサイトメガロウイルス・プロモータ
ーのように細胞の種類を問わない汎用型のものと，
CEA，　AFPのように腫瘍細胞に特異的なものやサ
イタリンのように細胞周期特異的なものに分けられ
る．
　汎用型のプロモーターは特異的なプロモーターに
比べると活性が強いとされ，状況に応じて適宜使い
分けが必要である．本プロジェクトでも転写調節を
コントロールしている各種プロモータ！エンハンサ
ーについて解析を加えている．ここではヘリックス
ーループーヘリックス（HLH）転写因子に属し，2
量体を形成することにより組織特異的な発現調節に
関与していることが知られているE2Aのプロモー
ターについて紹介する．このプロモーターは汎用型
に分類される．プロモーター活性を欠如させ，転写
活性の指標としてルシフェラーゼ遺伝子を組み込ん
だベクター（PGVB2）を作製した．このベクター
にE2A遺伝子転写開始点の上流および下流を含む
種々のフラグメントを挿入し，エレクトロポレーシ
ョン法を用いて，NFS5．3腫瘍細胞あるいはWEHI一
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図1　ヒト大腸癌細胞株SW480に対するp53遺伝子導入＋CDDP併用によるBrdU取り込み量の変化．
　遺伝子導入単独（左上）ではp53－wild　type導入後24，48時問でBrdU取り込み量がp53－mutant　type導入群に比し，低下し
ている．しかし48時問後には取り込み量の回復がみられた．また低容量CDDP併用例（右上）ではp53－wild　type導入群の
BrdU取り込み量がさらに低値となり，48時間持続した．　CDDP　50μg／mL以上の濃度（下段）では遺伝子導入の効果は，
CDDPの効果により修飾され，効果はマスクされた．
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図2bax一α遺伝子移入によるアポトーシスの誘導
231腫瘍細胞に導入した．プロモーターを含んでい
るフラグメントではルシフェラーゼ活性が誘導され
ることが期待できる．その結果，プロモーター活性
は転写開始点の上流355bpから下流62bpに存在す
ることが明らかになった（図3，免疫学）．
　他の一つはテトラサイクリンやエクダイソンによ
って発現レベルをコントロールしょうとするタイプ
のものである．生体内では巧妙な機構によって発現
レベルが調節されており，外来遺伝子の発現は一定
の範囲内におさまっていることが望ましいとされ
る．たとえばレチノイドX受容体（RXR）およびエ
クダイソン受容体（VgEcR）はエクダイソンの誘導
体であるMuristeron　A存在下でヘテロダイマーを
形成し，エクダイソン反応性エリメント（E／GRE）
に結合し，目的とする遺伝子の転写を誘導させるこ
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図3E2Aプロモーター活性（汎用型プロモーター）
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図4Ecdysoneによる誘導遺伝子発現
とができる．そこで，E／GREの下流に転写産物を
酵素活性を用いて容易に測定できるLacZ遺伝子を
挿入したPINDベクターおよびRXRとVgEcRを
コードしている遺伝子から構成されているpVgRXR
ベクターを，リポフェクタミン法を用いて同時に細
胞内に移入した．その後，種々の濃度のMur－
isteron　Aで37℃，20時間培養し，　LacZ活性を測定
したところ，濃度依存的なLacZ遺伝子発現が認め
られた（図4，免疫学）．
　癌細胞に特異的に目的の遺伝子を発現させようと
する試みがこれまでにもなされているが，本プロジ
ェクトでも肝細胞癌に対して細胞周期調節因子遺伝
子のプロモーターとアシアロ糖蛋白受容体を介する
遺伝子導入法を組み合わせる方法が研究されてい
る．癌に特異的プロモL一一・一ターの下流に毒性遺伝子を
導入し癌などへの治療が行われているが，特異的と
されていても他の正常臓器細胞で少量発現していた
り，癌細胞にも多様性があるため腫瘍特異抗原の発
現状態が個体により異なる場合がある．そのため遺
伝子発現の臓器特異性を発揮するには複数の臓器選
択的因子の組み合わせが必要となることがある．肝
癌細胞において高発現する細胞周期調節因子の1つ
サイタリンAのプロモーターの下流に毒素遺伝子
を結合させたプラスミドを構築し，アシアロフェチ
ンで膜表面を修飾したリボソームでプラスミドを封
入し，細胞膜表面にアシアロ糖蛋白受容体が発現し
ている肝癌細胞で毒素蛋白を発現させようとするも
のである．図5右の肝細胞以外はアシアロ糖蛋白受
（5）
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容体が発現しないので，遺伝子は導入されない．ま
た中央の正常肝細胞には遺伝子は導入されるが，定
常状態ではサイタリンAは発現していないので，
プロモーターが活性化されず毒素蛋白は合成されず
細胞傷害は起こらない．そのため肝癌細胞のみサイ
タリンAプロモーターによって毒素蛋白が合成さ
れ，細胞傷害がおこるものと考えられる．現在，ル
シフェラーゼレポーター遺伝子をサイタリンAプ
ロモーターの下流に結合させたプラスミドをこの方
法で培養肝癌細胞に導入したところ，高い効率でル
シフェラーゼが発現することを確認している（図5，
内科学第四講座）．
ガイドラインに基づく遺伝子治療
東京医科大学では病院長が実施施設長に，審査委
員会として基礎・臨床医学者および法律・倫理専門
研究者からなる東京医科大学病院遺伝子治療臨床研
究審査委員会が組織されており，遺伝子治療研究の
計画実施にあたり統括している．
　本稿の要旨は東京医科大学難病治療研究センター
開設記念シンポジウム（平成11年4月23日）にお
いて発表した．
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